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Laboratorio di Biochimica dei sistemi complessi
Valuteremo gli effetti di un potenziale farmaco 
antitumorale attraverso una serie di esperimenti:
● Determinazione della concentrazione efficace per 
indurre un effetto citotossico
● Valutazione dell’induzione di apoptosi
● Valutazione del ciclo cellulare ed eventualmente  
del potenziale mitocondriale
● Valutazione della morfologia cellulare
Le tecniche e le metodiche che 
utilizzeremo
Le tecniche utilizzate saranno:
1. Spettroscopia di assorbimento UV-Vis
2. Citofluorimetria a flusso
3. Microscopia a trasmissione in campo chiaro e 
in contrasto di fase
4. Microscopia a fluorescenza
Spettrofotometria di assorbimento 
UV-Vis
Legge di Lambert e Beer correla la quantità di luce assorbita da 
una sostanza con la sua concentrazione, con la sua natura chimica 
e con lo spessore del mezzo attraversato.
ε
λ
è un coefficiente caratteristico detto 
di estinzione molare, o assorbività
molare, espresso in moli−1 cm−1. 
Determinazione del contenuto proteico dei 
campioni (puo’ essere effetutato con molti metodi, ….)
Metodo Bradford: si basa sull'azione del Coomassie
brilliant blue G-250 che si lega specificatamente a 
residui di arginina, triptofano, tirosina, istidina e 
fenilalanina. 
Si lega a questi residui in una forma anionica, dando 
origine ad un addotto con assorbanza massima a 595 
nm.
La concentrazione viene calcolata rispetto ad una curva 
di taratura effettuata con una proteina standard 
(albumina) la cui concentrazione viene 
PRECEDENTEMENTE determinata dall’assorbimento a 
280 nm
La colorazione ovviamente 
dipende dal numero di residui 
di arginina, triptofano, tirosina, 
istidina e fenilalanina presenti 
e quindi può variare anche da 
proteina a proteina…..quindi 
otteniamo un valore indicativo; 
se poi consideriamo che siamo 
in presenza di una miscela 
complessa di proteine, il valore 
e’ veramente solo indicativo 
della concentrazione proteica 
del campione.
● Quindi una volta ottenuta la curva standard si 
puo’ calcolare la retta di taratura con un 
procedimento statistico, che oggi 
fortunatamente viene “fornito” direttamente 
dai programmi informatici (da Excell a Prism, 
Sigma Plot , Origin ecc) e calcola direttamente 
il valore dell’intercetta e della pendenza della 
retta.
● Ricordiamo che l’equazione  della retta e’:
● Y= A+Bx dove A e’ l’intercetta e B la pendenza.
● Nel nostro caso l’equazione e’ 
Assorbanza campione =  Intercetta + pendenza x
Concentrazione campione (in cuvetta)
● Una volta conosciuti i parametri della curva e 
letto l’assorbimento del nostro campione 
incognito, possiamo ricavare la concentrazione 
del nostro campione:
● (Assorb. campione – Intercetta)/Pendenza =
CONCENTRAZIONE CAMPIONE (in cuvetta)
● Ma io non ho messo solo campione in cuvetta
ma ne ho messo una piccola parte…
● ad esempio 10 microlitri. 
● Come faccio a sapere quant’e’ la 
concentrazione del mio campione nella 
eppendorf che lo contiene?
Saggio della vitalita’ con MTT
il sale 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio 
bromuro (MTT) viene trasformato dalla succinico-
deidrogenasi in formazano,  composto insolubile di colore 
viola. 
Questo sale ha un massimo di assorbimento a 570 nm e e
viene quantificato  dopo solubilizzazione in un opportuno 
solvente.
La quantita’ di formazano prodotto fornisce una valutazione 
indiretta della vitalita’ e del numero delle cellule in esame.
Metteremo in grafico la concentrazione di formazano in  
funzione della concentrazione della sostanza in esame:
la concentrazione corrispondente al punto di flesso  e’ la IC50 
● Anche in questo caso ci vengono spesso in 
aiuto i programmi di calcolo e di grafica…
● In questi casi abbiamo considerato la 
proporzionalita’ tra la colorazione e la 
concentrazione
● Possiamo pero’ sfruttare il fatto che le 
molecole possiedono di solito degli spettri piu’
o meno complessi e che questi spettri possono 
essere modificati dalle modificazioni della 
molecola stessa.  Questo principio viene molto 
sfruttato in biochimica per la determinazione 
di enzimi che utilizzano il NAD* o il NADH
Dosaggio dell’ attività enzimatica (metodo 
diretto) della lattico deidrogenasi
La lattico deidrogenasi è un enzima intracellulare che 
viene rilasciato nel mezzo di coltura quando la cellule va 
incontro a necrosi, con permeabilizzazione o rottura 
della membrana plasmatica.
Una piccola quantità puo’ essere presente nel siero o 
puo’ essere dovuto ad un piccolo rilascio dovuto alla 
normale morte cellulare (che non dovrebbe superare il 
5-10% della coltura), quindi è sempre bene confrontare i 
dati celle cellule trattate con quelli ottenuti con 
opportuni controlli
Per questo dosaggio si sfrutta il fatto che  il NADH ha due 
picchi, 260 e 340 nm, mentre il NAD+ ha un solo picco, 
260 nm
Determinando la variazione nel tempo dell’assorbimento 
del NADH a 340 nm,  si puo’ valutare l’attività dell’enzima
L’attivita’  enzimatica puo’ essere espressa come ΔOD/min 

Attivita’ caspasica
Le caspasi sono un gruppo di enzimi  proteolitici 
che viene attivato durante l’apoptosi.
Il loro nome deriva dal fatto che sono Cistein-
proteasi che attivano un substrato proteico 
tagliandolo a livello di un residuo di aspartato.
Si distinguono in caspasi iniziatrici (8, 9 e 10) e 
caspasi effettrici (3, 6 e 7)
Praticamente tutte le vie apoptotiche culminano 
nella attivazione della caspasi 3
Nature Reviews Molecular Cell Biology 2, 550-
556 (July 2001)

Determinazione della attivita’ della caspasi 3 
valutando la produzione di p-nitroanilina libera
Per determinare la presenza di enzima attivo si 
utilizzerà il substrato sintetico Ac- Asp- Glu-Val-Asp
(Ac-DEVD) coniugato con il cromoforo p-nitroanilina
(pNA) . 
La p-nitroanilina (colorata in giallo) assorbe a 
405 nm e la sua produzione  e’ ovviamente 
proporzionale all’attivita’ della caspasi 3.
In questo caso non calcoleremo un ΔOD/min, 
ma lasceremo andare avanti la reazione per 
tempi piu’ lunghi e confronteremo il risultato 
ottenuto nei trattati e nei controlli.
